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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Anordnung zur Separierung von Anregungs- und Emissionslicht in einem Mikroskop 

(57) Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Sepa- 
rierung von Anregungs- und Emissionlicht in einem mi- 
kroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem kon- 
fokalen Mikroskop, und insbesondere in einem Laser- 
Scan ning-Mik roskop, wobei das iichtbeugende Element 
sowohl vom Anregungslicht ais auch vom Emissionslicht 
durchiaufen wird und mindestens eine WeMenlange der 
Anregung durch Beugen beeinflu&t, wahrend andere von 
der Probe emittierte WeHenlangen das Element unbeein- 
flufct durchiaufen und dadurch raumlich vom Anregungs- 
licht getrennt werden. 
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Beschreibung 



In Fig. 1-3 werden beispielhaft erfindungsgemaBe An- 
ordnungen erlautert. Tn Fig. 1 wird Qber einen Spiegel SP 
und einen Strahlteiler ST das Licht (Anregungslicht) zweier 
Laser LI, L2 mit unterschiedlichen Wellenlangen in einen 
gemeinsamen Strahlengang eingekoppelt, der an der Seite 
SI eines verspiegelten Prismas in Richtung eines AOTF 
(Acousto-Optical Tunable Filter) reflektiert wird. Das Anre- 
gungslicht wird in den AOTF eingefiihrt, wobei in der ersten 
Ordnung gebeugtes Licht fur uber die Ansteuerfrequenz des 
AOTF eingestellte Wellenlange genau in Richtung eines 
Pinholes PH init vor- und nachgeordneter Pinholeoptik PHO 
zur Einstellung des Strahlprofiles abgelenkt wird, wahrend 
andere mogliche Wellenlangen ungebeugt in nullter Ord- 
nung den AOTF durchqueren und nicht auf das Pinhole ge- 
langen. 

Das Pinhole PH dicnt hicr gleichzcitig als Anrcgungs- 
und Detektionspinhole. Uber Scaneinheiten SCI, SC2 und 
eine Scanoptik SCO wird das Anregungslicht in Richtung 
eines Mikroskopischen Strahlengangs MI in Richtung einer 
Probe abgebildet. 

Das von der Probe emittierte Licht, bestehend aus Antei- 
len des Anregungslichtes und wellenlangenverschobenen 
Flureszenzanteilen, durchlauft den Lichtweg in umgekehrler 
Richtung bis zum AOTF. Hier gelangen die Wellenlangen- 
anteile des Anregungslichtes wiederum uber die Beugung 
erster Ordnung auf die Spiegelseite S 1 des Prismas PS, wah- 
rend die Fluoreszenzanteile den AOTF ungebeugt in nullter 
Ordnung durchqueren und dadurch einen Winkel zum re- 
flektierten Anregungslicht einnehmen. 

Zwischen den ruckkehrenden Strahlen nullter und erster 
Ordnung ist nun genau die Spitze zwischen den Prismenfla- 
chen SI und S2 angeordnet, wodurch das Fluoreszenzlicht 
auf die Seite S2 trifft und von dieser in Richtung einer De- 
tektionseinheit, hier beispielhaft bestehend aus einem Lini- 
enfilter LF, einem Farbteiler NFT und zwei Detektoren fiir 
unterschiedliche Wellenlangen, reflektiert wird. 

Durch die niedrige Bandbreite des AOTF von ca. 2 nm 
Bandbreite fur das Anregungslicht wirkt er als extremer 
Kantenfilter mit deutlichen Vorteilen etwa gegen dichroi- 
tische Filter mit Bandbreiten groBer 10 nm. 

Das ist von besonderer Bedeutung, weil der Abstand von 
Anregungswellenlange und Fiuoreszenzwellenlangen klei- 
ner als 10 nm sein kann und durch die erfindungsgemaBe 
Anordnung eine wellenlangenabhangige Trennung dennoch 
moglich ist. 

Durch Frequenzanderung kann der AOTF von der Wel- 
lenlange des Lasers LI auf die Wellenlange des Lasers L2 
umgeschaltet werden und wiederum das Anregungslicht 
vom Fluoreszenzlicht getrennt werden. 

Statt des Prismas mit den Seiten SI, S2 konnen auch zwei 
unabhangige, den Seiten SI, S2 entsprechende, aber nicht 
zusammenhangende Spiegel verwendet werden. Ein Vorteil 
ist, daB diese auch drehbar ausgebildet sein konnen, um eine 
genaue Einstellung auf den AOTF bzw. die Detektion DE zu 
ermoglichen. 

In Fig. 2 ist eine ahnliche Anordnung mit nur einem Scan- 
ner SC dargestellt. Hier ist statt des Prismas ein Spiegel S 
vorgesehen, der das Anregungslicht in Richtung des AOTF 
analog zu Fig. 1 umienkt, wobei hier das in nullter Ordnung 
zuruckkehrende Fluoreszenzlicht durch den AOTF hin- 
durchgehende Licht neben dem Spiegel S verlauft und auf 
diese Weise in Richtung einer hier nicht dargestellten Detek- 
tion gclangt. 

Grundsatzlich sind auch Anordnungen denkbar, bei der 
der AOTF allein als Separationseinheit von Anregungslicht 
und Fluoreszenzlicht dienen kann, indem das Laserlicht in 



Richtung der ersten Ordnung ohne ein vorgeschaltetes file-, 
ment in den AOTF gelangt und das Detektionslicht unter ei- 
nem Winkel zum Anregungslicht den AOTF verlaBt und di- 
rekt in eine Detektion seinheit gelangt, was lediglich Aus- 

5 wirkungen auf die Baulange hat, da der Winkel mit bei- 
spiels weise vier Grad recht klein ausfallt und Uberlagerun- 
gen der Wellenlangen an teile vermieden werden soilen. 

Weiterhin kann auch nur fur das Fluoreszenzlicht ein se- 
parierender Spiegel vorgesehen sein. 

10 In Fig. 3 ist eine weitere vorteilhafte Ausfuhrung in Form 
eines un verspiegelten Prismas vorgesehen, das durch Bre- 
chung das Licht eines Anregungslasers in erster Ordnung in 
den AOTF hineinfuhrt und die nullte Ordnung (das Fluores- 
zenzlicht) in Richtung der Detektion DE ablenkL 

15 Durch den Winkel zwischen erster und nullter Ordnung 
und unterschiedlicher Wellenlangen ist vorteilhaft eine deut- 
liche Separierung der Wellenlangenan teile moglich. 

Die Erfindung ist besonders vorteilhaft in einem Lascr- 
Scanning-Mikroskop mit einem AOTF anwendbar. 

20 Andere vorteilhafte Anwendungen eines anderen licht- 
beugenden Elementes zur Strahlungstrennung durch ver- 
schiedene Beugungsordnungen sind jedoch in einem mikro- 
skopischen Strahlengang denkbar und vorteilhaft in den 
Umfang der Erfindung eingeschlossen. 
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Patentanspriiche 



1 . Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Se- 
parierung von Anregungs- und Emissionslicht in einem 
mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem 
konfokalen Mikroskop, und insbesondere in einem La- 
ser- Scanning-Mikroskop. 

2. Anordnung nach Anspruch 1, wobei das lichtbeu- 
gende Element sowohl vom Anregungslicht als auch 
vom Emissionslicht durchlaufen wird. 

3. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, wobei das lichtbeugende Element mindestens eine 
Wellenlange der Anregung durch Beugung beeinfluBt, 
wahrend andere von der Probe emittierte Wellenlangen 
das Element unbeeinfluBt durchlaufen und dadurch 
raumlich vom Anregungslicht getrennt werden. 

4. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, wobei im Anregungsstrahlengang vor dem Ele- 
ment und/oder im Detektionsstrahlengang nach dem 
Element zur verbesserten Trennung der Lichtanteile 
mindestens ein die Lichtrichtung beeinflussendes opti- 
sches Element vorgesehen ist. 

5. Anordnung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, mit einem AOTF als lichtbeugendes Element 

6. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, mit einem Reflexionselement als optisches Ele- 
ment 

7. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, mit einem lichtbrechenden Element als optisches 
Element. 
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